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摘  要 
Slit 蛋白是一类在进化上高度保守的分泌型糖蛋白，它通过其受体 
Roundabout（Robo）作为神经轴突导向和神经元迁移的排斥性因子以及白细胞
趋化的抑制因子发挥重要的作用。 Slit /Robo 信号同样参与肿瘤细胞转移侵袭
的调控，但 Slit /Robo 信号究竟起抑制还是促进作用目前还存在争议。目前对





株中得到证实。Slit3 在横纹肌肉瘤 A204 与成纤维肉瘤 HT1080 中表达量较低，
而在非小细胞肺癌细胞系 A549 中表达量较高。重组表达的可溶性 Slit3 蛋白
可以抑制癌细胞的迁移和增殖，且这种作用是 Slit3 蛋白浓度依赖的。在体内实
验中，重组表达的 Slit3 蛋白也能够抑制纤维肉瘤细胞 HT1080 的转移。我们
通过抑制 A549 细胞中 Slit3 的表达以及在 HT1080 细胞进行 Slit3 过表达，建
立了稳定的 Slit3 干扰细胞系和过表达细胞系，分析 Slit3 对肿瘤细胞的生长、
转移及侵袭的作用。我们发现，在体外实验中， Slit3 基因敲减可促进肺癌细
胞 A549 的增殖、迁移与侵袭，而过表达 Slit3 基因可以抑制纤维肉瘤细胞
HT1080 的增殖迁移与侵袭。Slit3 的抑制侵袭转移的作用可能是通过影响 MMPs
的表达与分泌而实现的。Real-Time PCR 与明胶酶谱实验显示：MMP-2 与
MMP-9 在肺癌中的活性较低， Slit3 基因敲减能够显著增强 A549 细胞 MMP-2
的活性；过表达 Slit3 能够显著降低 HT1080 细胞 MMP-9 的活性，但对 MMP-2
活性无显著影响。MMP 蛋白芯片结果显示，Slit3 过表达能上调 MMP-3 与
TIMP-2 的表达，同时下调 MMP-9 的表达。通过检测 EMT 上皮间质转化相关
分子，发现 EMT 转化与 Slit3 基因敲减引起的 A549 细胞的侵袭转移增强有明






































Slits, the axon guidance molecule, are secreted glycoprotein that are 
evolutionarily conserved; Slits perform as chemo-repellent in axon guidance, 
neuronal migration, and inhibitor in leukocyte chemotaxis through the Roundabout 
(Robo) receptors. Slit /Robo signal are also involved in regulation of tumor cells 
metastasis. However, it remains controversial whether the Slit/Robo exerts pro or 
anti-metastasis functions. So far，the effects of Slit / Robo signal are mainly focused 
on Slit2, few report are published on the effects of Slit3 on metastasis . 
Based on Oncomine database, we found that Slit3 remains overall low 
expression in tumor tissues compared to normal tissues. However, Slit3 remains a 
relative higher expression in pulmonary carcinoma and lower expression in 
fibrosarcoma, which were confirmed in a variety of cell lines by qPCR. Slit3 has a 
lower expression in rhabdomyosarcoma A204 and fibrosarcoma HT1080, while a 
higher expression in pulmonary carcinoma cell line A549. Recombinant soluble 
Slit3 proteins can inhibit the migration and proliferation of HT1080 in a 
concentration-dependent manner. The recombinant Slit3 can also inhibit the 
metastasis of fibrosarcoma HT1080 in vivo. Through knockdown of Slit3 gene 
expression in A549 cells and overexpression in HT1080 cells to establish the stable 
cell lines, we found that knockdown of Slit3 can promote the proliferation, 
migration and invasion of A549, while overexpression of  Slit3 can inhibit the 
proliferation, migration and invasion of HT1080 in vitro. The inhibitory effects of 
Slit3 on metastasis of are supposed to be related to MMPs. qPCR and Zymograohy 
show that A549 has a low MMP-2 and MMP-9 activity. Knockdown of Slit3 can 
significantly enhance the activity of MMP-2 in A549 cells.  Slit3 overexpression 
can significantly reduce the activity of MMP-9 in HT1080 cells, with no significant 
effect on MMP-2 activity. The results of MMPs protein-chip assays show that Slit3 
expression can upregulate the expression of MMP-3 and TIMP-2, while 
down-regulate the expression of MMP-9. Knockdown of Slit3 induced enhancement 
of A549 metastasis are related to EMT, whereas inhibition of HT1080 metastasis 
caused by Slit3 overexpress may have some relationship with MET. 
We revealed that, as a potential tumor suppressor genes, Slit3 can restrain the 
growth and metastasis of pulmonary carcinoma and fibrosarcoma. Further research 











































































位的调节因子相互关联。在肿瘤血管中 Slit2/Robo4 信号通路能抑制 VEGF 和
bFGF 诱导的血管内皮细胞迁移，调节肿瘤组织的血管生长[7]。越来越多的证
据显示，Slit/Robo 信号通过调节 VEGF 的生物合成参与肿瘤的血管新生过程，
进而影响到肿瘤的生长和发展[8-10]。但有研究发现，Slit3 对内皮细胞的作用不
改变 VEGF 的转录和翻译水平[11]，提示 Slit3 直接调节内皮细胞的功能。 
1.2 Slit/Robo 信号通路内容及其信号传导 
1984 ，Jürgens 等[12]在筛选影响黑腹果蝇幼虫角皮颜色的基因时首次发现
了 Slit 基因。Rothberg 等[13]在 1988 年发现果蝇的中枢神经中线附近的神经胶








1.2.1 Slit 因子及其受体Robo 分子结构 
无脊椎动物只有 1 种 Slit 基因，而在脊椎动物中存在 3 个 Slit 成员，即
Slit1、Slit2 和 Slit3。已在果蝇（Drosophila melanogaster）、线虫（Caenorhabditis 
elegans）[21]、猪（Sus scrofa）、小鼠（Mus musculus）[22]和人（Homo sapiens）
[23]等 30 余种动物中发现 Slit 基因。Slit 基因在各种生物组织中广泛表达， 例
















FMN） 等多种神经组织[24, 25] 和肾脏、血管、心脏等多种非神经组织[11, 26, 27] 中
都有 Slit 基因的表达。Slit 蛋白是相对分子质量约为 170~190kDa 的细胞外分
泌糖蛋白，其结构域组成：1 个氨基末端信号肽（ss）、4 个亮氨酸丰富区
（leucine-rich repeat，LRR）、一串表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）
样功能区、1 个层黏连蛋白 G 样结构域（laminin G，Ig）和 1 个羧基末端富含
半胱氨酸序列（cysteineknot）。不同物种中 Slit 基因高度保守，线虫 Slit 与果
蝇 Slit 的序列同源性为 41%，脊椎动物的 3 个 Slit 与果蝇和线虫 Slit 的序列
同源性分别为41%~44% 和39%~41%，果蝇和人类的Slit 分别包含7 个和9 个
EGF 样序列（图 1.1）[17]。人类 Slit2 基因含有 37 个外显子，其蛋白 LRR-1 至
LRR-4 结构域的氨基酸残基范围分别为 27~258、271~479、505~713 和 726~908，
与果蝇 Slit 相比，人类 Slit2 的 LRR-3 结构域较大[28]。人 Slit2 因子的结构为
约 140 000 的氨基端（Slit-N）和 60 000 的羧基端（Slit-C），Slit 和 Slit-N 均
能与其受体 Roundabout（Robo） 结合并产生轴突导向功能[29, 30]。有研究表明
在 Slit/Robo 信号的轴突导向功能中，受体配体的相互作用是通过 Slit 第二个富




[11, 34]。近年研究发现，Slit3 的 C 末端（HSCF）能中和肝素的抗凝效果，氨基
末端能够促进血管生成[35]。LRR-2 与 C 末端富含半胱氨酸序列重组蛋白能够发
挥 Slit3 全长的作用并抑制黑色素瘤细胞的迁移。重组 Slit3 分子量 15kDa，仅



















图 1.1 Slit 家族成员的结构 引自 Brose et al. (1999) [17]. 
Fig. 1. 1 Domain structures of Slit family members.  
 
Slit 蛋白的受体 Robo 是一种与发育相关的单次跨膜蛋白。 SeegerM 等[37]
在研究影响果蝇轴突定向突变体的过程中首次发现了 Robo 基因。 1999 年，
Tessier-Lavigne、Rao 和 Goodman 实验组几乎同时证明了 Robo 是 Slit 的受体[17, 
22, 26]。在果蝇属中含有 3 名成员，依次被命名为 Robo1、Robo2 和 Robo3，线
虫中仅存在一个 Robo 基因 SAX-3[21]。而在脊椎动物中的 4 名成员被命为
Robo1/DUTT1、Robo2、Robo3/Rig-1 和 Robo4/Magic Roundabout。主要在神经
系统中表达，也表达在非神经细胞上，如白细胞[15]、血管内皮细胞[38, 39]和肌细
胞[40]。说明 Robo 可能参与神经系统以外的其他生理过程。  
Robo1、Robo2 和 Robo3 具有相同的胞外区域，充当细胞黏附分子作用，
该区域含有五个免疫球蛋白（Ig）样结构域和三个纤黏蛋白Ⅲ重复序列，Robo1 
和 Robo2 有保守的 CC0、CC1、CC2 和 CC3 四个胞内区域，Robo3 有 CC2
















有两个 Ig 样功能区和三个 III 型纤连蛋白重复序列，胞内则只含 CC0 和 CC2 
两个基序[43]。Robo1 和 Robo2 在成熟个体的多数组织和器官中均有表达，但
主要在发育中的神经系统表达，Robo3 只在发育中的中枢神经系统表达，而
Robo4 则表达于内皮细胞[44]。值得一提的是 Slit 结合的 Robo 胞外功能区 IG1 
并不是保守序列，提示 Robo4 也许并不是真正意义上的 Robo 受体[7]。Robo4
缺乏很多与 Slit2 结合所需的关键残基，Slit2 与 Robo4 的直接结合至今尚未检
测到[45]。用体外培养方法， 发现 Robo4 仅表达于内皮细胞和缺氧细胞， 用
原位杂交和免疫组织化学法，显示体内 Robo4 仅表达于内皮细胞。Robo4 在
内皮细胞中的发现表明 Slit/Robo 在血管形成过程中可能起着重要作用[38, 46]。
Slit3 的作用受体 Robo 还未完全明确，在人造血干/祖细胞( hematopoietic stem 
and progenitor cells，HSPCs) ，Slit3 可能通过 Robo1 受体发挥效应[47]，而在
人脐静脉内皮细胞( human umbilical vein endothelial cells，HUVECs) ，Slit3 生
物活性受体却是 Robo4[11]，这可能与不同类型细胞上 Robo 受体表达模式及作
用方式有关。 
1.2.2 Slit 通过结合Robo 受体发挥作用 
Slit 功能的实现主要是通过其与受体Robo 相结合实现的。Howitt 等[32] 对果
蝇Slit 的LRR 结构域进行了分析，发现3 个Robo 受体共同竞争Slit 的同LRR-2 
结构域。Morlot 等[48] 通过对人类Slit2 的LRR-2 结构域和Robo1 的Ig1~2 结构
域的表面等离子体共振实验发现，Robo1 Ig1 是Slit2 LRR-2的主要结合区域，进
一步对人的Slit2 LRR-2 和Robo1 Ig1 的共晶体分析表明，Robo1 的Ig1 结构域与
Slit2 的LRR-2 结构域凹面结合，对Robo1 Ig1 结合部位的突变分析也证明了Slit 
LRR-2与Robo1 Ig1 之间的相互作用。Fukuhara 等[49] 采用对果蝇Robo Ig1~5 结
构域进行结构突变的方法确定Slit 结合Robo Ig1 的Thr-74、Phe-114 和Arg-117 
氨基酸残基。分泌蛋白Slit 及其受体Robo的胞外区域相互作用，并通过Robo 胞
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